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TITRE : . COMPLEXES D'INCLUSIONS OBTENUS EN UTILISANT UN 
PROCEDE AVEC C0 2 SUPERCPJTIQUE ET UN AGENT D ' INTERACTION 
AVEC LE COMPLEXE 

La presente invention concerne un procede de preparation de composes d'inclusion 
solubles par la technologie des fluides denses sous pression, en particulier celle du 
C0 2 . 

De nombreuses substances actives, notamment d'interet dans le domaine 
pharmaceutique, presentent une tres faible solubilite ou sont insolubles dans Peau et 
par voie de consequence dans les liquides biologiques. Ceci implique une faible 
biodisponibilite de ces substances actives et une forte augmentation des doses 
administrees aux patients pour atteindre Tobjectif therapeutique fixe et done un 
accroissement des possibles effets secondaires lies aux traitements medicaux. 
Les proprieties pharmacocinetiques d'une substance donnee dependent entre autres 
de Paffinite de sa surface de contact pour le solvant considere, a savoir 1'eau dians le 
cas du domaine pharmaceutique. L'augmentation de la surface specifique des 
poudres permet d'ameliorer leur vitesse de dissolution. Or la biodisponibilite de 
principes actifs peut etre considerablement augmentee si leur vitesse de dissolution 
est amelioree. Aussi, la formation de complexes moleculaires composes d'une ou 
plusieurs substances actives et d'une ou plusieurs molecule hotes judicieusement 
choisi(es) pour sa (leur) forte solubilite dans les liquides biologiques peut done 
permettre d'accroitre la dissolution de la ou des substances actives dans les liquides 
biologiques. 

Dans le domaine pharmaceutique, il existe un certain nombre de brevets et 
publications relatifs a la formation de complexes a base de cyclodextrine, en 
presence d'un agent d'interaction avec le complexe. Neanmoins, la plupart des 
documents ne proposent pas de procedes industriels, mais plutot l'etude de 
Tamelioration de la solubilite d'un complexe substance active/cyclodextrine par le 
biais de Tagent d'interaction avec le complexe. II s'agit en effet d'une enumeration 
d'agents d'interaction avec le complexe testes pour un meme principe actif, et des 
resultats analytiques observes. Par ailleurs, il existe peu de documents proposant 
une complexation en milieu supercritique. 
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Les documents decrivant des precedes de complexation avec une cyclodextrine par 
fluide supercritique sont les suivants : 

Dans le but de fixer des molecules volatiles par inclusion, Kamihira M. et al (J. of 
Fermentation and Bioengineering, Vol. 69, N°6, 350-353, 1990) decrivent un 
procede d'extraction de composes aromatiques volatiles et de piegeage par 
inclusion dans les cyclodextrines. Le geraniol et 1'huile de moutarde sont ainsi 
extraits par un fluide sous pression, puis vaporises en mode dynamique dans un 
second reacteur contenant des cyclodextrines. L'influence des differents parametres 
est etudiee par mesure du taux d'inclusion des composes aromatiques dans les 
cyclodextrines. Toutefois, l'etape d'inclusion est realisee en mode dynamique et 
non statique. Par ailleurs, l'application revendiquee par les auteurs est toute autre 
puisqu'il s'agit de fixation de molecules volatiles par inclusion. Enfin, ce procede 
n'est pas mis en ceuvre avec des fluides supercritiques, mais avec des gaz sous 
pression. 

Van Hees et al. {Pharmaceutical Research, Vol. 16, N° 12, 1999) decrivent dans 
leur publication un procede d'inclusion de Piroxicam commercial dans les p- 
cyclodextrines par C0 2 supercritique. Le Piroxicam etant un anti-inflammatoire 
non- sterol di en peu soluble dans l'eau, son inclusion dans les P-cyclodextrines doit 
permettre d'augmenter sa solubilite dans l'eau. Le procede consiste a placer un 
melange de Piroxicam et de p-cyclodextrines (ratio molaire 1/2,5) dans un 
autoclave pressurise, laisse en mode statique. Apres depressurisation le melange 
obtenu est broye et homogeneise. Le complexe est ensuite seche avant 
caracterisation par : 

• DSC (Differential Scanning Calorimetry) 

• Technique de la solubilite differentielle 

• Methodes spectroscopiques. 

Ces analyses permettent de conclure quant au taux de complexation du Piroxicam 
avec la P -cyclodextrine. II n'est pas mentionne l'importance d'un agent 
d' interaction avec le complexe sur la dissolution du complexe ainsi obtenu. Par 
ailleurs aucun agent de diffusion n'est utilise dans l'etape de formation du complexe 
par CO2 supercritique en mode statique. 
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La demande de brevet WO 03/043604 decrit un procede de preparation de 
complexe moleculaire de substance active dians des molecules hotes. Le procede 
met en oeuvre une etape de diffusion moleculaire par mise en contact en mode 
statique, d'un fluide dense sous pression en presence eventuelle d'un agent de 
diffusion : Teau. 

Toutefois cette etape est suivie par une etape obligatoire de lavage par CO2 
supercritique. De plus aucun agent d'interaction avec le complexe n'est utilise. 
Differents documents font part de l'amelioration de la solubilite d'une substance 
active par addition d'agent d'interaction avec le complexe (Redenti, E. et al., /. of 
Pharmaceutical Sciences, Vol. 89, 1-8, 2000). La solubilite de la substance active 
seule, de la substance active en presence de l'agent d'interaction avec le complexe, 
du complexe binaire substance active/cyclodextrine et enfin du complexe ternaire 
substance active/cyclodextrine/agent d'interaction avec le complexe sont etudies. 
Toutefois aucun des procedes decrits n'utilise du CO2 supercritique, ni en 
particulier une etape de diffusion moleculaire en mode statique en utilisant un agent 
de diffusion. 

Ainsi, Buvari-Barcza et al. (J. of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry, 
Vol. 42, 209-212, 2002) etudient la solubilite des complexes acide benzoYque/ p- 
cyclodextrine et benzene/p-cyclodextrine en presence d' acide acetique. La 
solubilite . du complexe benzene/(3-cyclodextrine est independante de la 
concentration en acide acetique alors que celle du complexe acide benzoYque/ p- 
cyclodextrine croit avec la concentration en acide acetique. L' interpretation des 
auteurs est la suivante : dans le complexe ternaire molecule /p-cyclodextrine/acide 
acetique, les liaisons hydrogene potentielles entre la molecule et la cavite interieure 
de la cyclodextrine sont promoteurs d'autres interactions a l'exterieur de la 
cyclodextrine. 

De meme, Mura et al. (J. of Inclusion Phenomena and Macrocyclic Chemistry, Vol. 
39, 131-138, 2001) mesurent la solubilite de l'econazole en presence de 
cyclodextrines (a-, P-, y-, hydroxypropyl-P-cyclodextrines) et d'hydroxyacides 
(acides tartarique, citrique, gluconique, malique et lactique). Les complexes 
ternaires sont prepares par melange physique ou broyage des 3 composes, co- 
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evaporation ou lyophilisation d'une solution contenant les 3 composes. La 
formation de complexe ternaire est suivie par DSC. Seul la lyophilisation permet 
d'obtenir un profil DSC ne presentant plus le pic de fusion de Teconazole. 
Les auteurs concluent a l'effet synergique observe dans le complexe ternaire, 
puisque les solubilites observees sont jusqu'a 20 fois plus elevees que celle d'un 
complexe binaire econazole/cylodextrine. 

Les memes auteurs (Int. J. of Pharmaceutics, Vol.260, 293-302, 2003) ont 
egalement etudie les complexes ternaires du type naproxen/hydroxypropyl-P- 
cyclodextrine/acide amine. Les complexes cites sont prepares soit par co-broyage, 
soit par co-evaporation d'une solution eau/ethanol contenant les 3 composes. 
Piel et al. , (J. of Pharmaceutical Sciences, Vol. 86-4, 475-480, 1997) presentent 
une etude de solubilite d'un complexe nimesulide/L-Lysine/p-ou y-cyclodextrine 
obtenu par spray-drying ou evaporation. La solubilite du complexe ternaire est, 
selon le pH de la solution, jusqu'a 3600 fois plus irnportante que le nimesulide seul. 
La encore, les auteurs parlent d'un effet synergique de la cyclodextrine et de la L- 
Lysine. 

Fenivesy et al. (Proceedings of the 7th international cyclodextrins symposium, 414- 
418, 1994) s'interessent a la complexation des substances actives terfenadine, 
domperidone et astemizole avec l'hydroxypropyl-P-cyclodextrine en presence 
d'hydroxyacides. 

Deux brevets (EP 0 991 407 et EP 1 01 8 340) decrivent la preparation de complexes 
ternaires substances actives/agent d 'interaction avec le complexe/cyclodextrine. Les 
procedes mis en ceuvre sont le malaxage (kneading), le sechage par pulverisation 
(spray-drying), 1'evaporation ou la lyophilisation. Le procede consiste soit a 
preparer le complexe du sel de la substance active, soit a mettre en contact 
simultanement les 3 composes au cours du procede. 

Un brevet (EP01 53998 A2) depose par Chiesi et al. decrit la preparation de 
complexes de piroxicam et de beta-cyclodextrine en presence notamment d'une 
solution ammoniacale. Toutefois, le procede utilise n'est pas mis en ceuvre avec du 
CO2 supercritique. 

Les deux seuls documents traitant de la preparation de complexe par CO2 
supercritique en presence d'agent d'interaction avec le complexe sont les suivants :. 



WO 2005/097201 



5 



PCT/FR2005/000739 



En suivant la meme methode que celle decrite precedemment {Pharmaceutical 
Research, Vol. 16, N° 12, 1999), Van Hees et al. {Journal of inclusion Phenomena 
and Macrocyclic Chemistry, N° 44, p 271-274, 2002) decrivent l'utilisation d'un 
agent d'interaction avec le complexe, la L-lysine ou le trometamol, dans la 
preparation d'un complexe Piroxicam/p-cyclodextrine par CO2 supercritique. 
L'utilisation de L-lysine ou de trometamol leur permet a la fois d'augmenter le taux 
d'inclusion du piroxicam dans la beta-cyclodextrine et d'ameliorer la dissolution du 
complexe forme. 
La caracterisation s'effectue par : 

• DSC (Differential Scanning Calorimetry) 

• Technique de la solubilite differentielle 

• Cinetique de dissolution en milieu tamponne 

Toutefois, aucun agent de diffusion n'est utilise au cours de cette etape. 
V. Barillaro et al. (Proceeding of the 6th International Symposium on Supercritical 
Fluids, Versailles, p 1897-1902, 2003) se sont davantage focalises sur 
Tamelioration que pouvait apporter Tajout d'un agent acide d'interaction avec le 
complexe pour augmenter . le taux d'inclusion du Miconazole dans des 
cyclodextrines. Differents agents d'interaction avec le complexe (acide malique, 
maleique, fumarique, citrique) ainsi que differentes cyclodextrines (beta- 
cyclodextrine, HP- beta-cyclodextrine, y-cyclodextrine, HP- y-cyclodextrine) ont ete 
utilises. 

Toutefois, 1' etape d'inclusion est realisee en mode dynamique et non statique. 
Dans les deux documents citees ci-dessus, il est done important de noter que la 
complexation par fluides supercritiques est effectuee sur le melange ternaire 
substance active/agent d'interaction avec le complex e/cyclodextrine et que par 
ailleurs Pagent d'interaction avec le complexe n'est pas 1'arginine. 
La molecule de piroxicam, representee ci-dessous, possede une fonction enol et un 
cycle pyridine pouvant etre salifies ou non selon la valeur de pH du milieu de 
dissolution. 
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Wiseman et al. (Arzneim.- Forsch./Drug Res. 26 (7) 1976, 1300 - 1303) ont 
determine dans un melange dioxane : eau 2:1 (v/v) la valeur de pKa de la fonction 
enol (pKa ~ 2) et du cycle pyridine (pKa - 6.3). 

Selon la valeur de pH du milieu de dissolution, la molecule de piroxicam (PX) 

existera done sous differentes formes, a savoir : 

PH<2 

- le cycle pyridine est protone en ion pyridinium (NH*) 

- la fonction enol n'est pas ionisee (-OH) 
2<pH<7 

- le cycle pyridine est protone (NH + ) 

- la fonction enol est ionisee en enolate (CT). 

C'est la structure zwitterionique du piroxicam. En terme de conformation 
moleculaire la structure zwitterionique est plane. Cette planeite resulte de liaisons 
hydrogene intramoleculaires entre Tanion enolate et le groupe amide d'une part 
puis la fonction carbonyle et le cation pyridinium d'autre part. 
pH>7 

- la fonction enol est ionisee (CT) 

-le cycle pyridine n'est pas protone (N). 

Les inventeurs ont decouvert de fafon surprenante que la separation des etapes de 
complexation et d'ajout de Tagent d'interaction avec le complexe permet 
d'ameliorer sensiblement les proprietes physico-chimiques du complexe ainsi 
obtenu. De plus, ils se sont egalement aper<?us que l'utilisation de Targinine comme 
agent d'interaction avec le complexe lorsque la substance active est le piroxicam 
permettait d'obtenir les complexes ayant les proprietes les plus interessantes. 
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L'objectif est d'ameliorer la dissolutipn in vivo d'une substance active insoluble 
dans 1'eau, et ce, en incluant la substance active dans un support poreux soluble puis 
en modifiant les proprietes physico-chimiques du systeme ainsi forme. 

La presente invention concerne done un procede de preparation d'un compose 
d'inclusion soluble comprenant une ou plusieurs substances actives peu soluble 
dans un milieu aqueux incluses dans une ou plusieurs molecules hotes, caracterise 
en ce qu'il comprend les etapes successives suivantes: 

a. mise en contact d'une ou plusieurs substances actives avec une ou 
plusieurs molecules hotes, 

b. mise en ceuvre d'une etape de diffusion moleculaire par mise en 
contact, en mode statique, d'un fluide dense sous pression avec le 
melange obtenu a l'etape (a) en presence d'un ou plusieurs agents de 
diffusion, 

c. recuperation du complexe moleculaire substance active - molecule 
hote ainsi forme, 

d. mise en ceuvre d'une etape qui consiste a ajouter et melanger un 
agent d'interaction avec le complexe au complexe moleculaire 
substance active — molecule hote 

e. recuperation du compose d'inclusion soluble ainsi forme. 

Dans le procede selon la presente invention, il n'y a pas d'etape de lavage par CO2 
supercritique entre les etapes (c) et (d). 

Dans un autre mode de realisation avantageux, l'etape (e) est suivie par une etape 
(f) de sechage du compose d'interaction soluble, avantageusement entre 60°C et 
80°C et de fa<?on avantageuse pendant une nuit. 

Le procede selon la presente invention est ainsi constitue par I'enchainement de 
deux phases qui sont : 

- la formation d'un complexe d'inclusion entre une substance active et une 
molecule hote en milieu supercritique (etapes (a), (b) et (c)) 
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- la « fixation » de maniere non-covalente d'un agent d'interaction avec le 
complexe sur le complexe obtenu, afin notamment d'ameliorer ses proprietes 
physico-chimiques (etapes (d) et (e)). ; 
L'invention decrit done un procede en cinq etapes. 

• Les trois premieres etapes dites de maturation, consistent essentiellement en une 
phase de diffusion moleculaire en milieu dense sous pression, et notamment 
supercritique permettant d'inclure des substances actives dans des molecules 
hotes, notamment des cyclodextrines. L'objectif recherche au cours de cette 
phase de diffusion est de former des complexes d'inclusion entre des substances 
actives et la molecule hote. 
Par « complexe d'inclusion ou complexe moleculaire » on entend au sens de la 
presente invention tout complexe associant de maniere non-covalente la substance 
active et la molecule hote. Avantageusement, il s'agit du complexe issu de 1'etape 
(b) du procede selon la presente invention. 

Par « compose d'inclusion soluble » on entend au sens de la presente invention 
toute entite formee par I'association de l'agent d'interaction avec le complexe d'une 
part et du complexe moleculaire d'autre part. Avantageusement, il s'agit du produit 
final obtenu par le procede selon la presente invention. 

Par « agent d'interaction avec le complexe», on entend au sens de la presente 
invention tout agent organique ou mineral ameliorant les proprietes physico- 
chimiques, en particulier les proprietes de solubilisation en milieu aqueux, du 
complexe moleculaire par interactions sans liaisons covalentes avec la substance 
active incluse dans la molecule hote ou directement avec le complexe moleculaire. 
Avantageusement l'agent d'interaction avec le complexe est un tensioactif par 
exemple le lauryl sulfate de sodium ou Tween, un acide ou une base. 
Avantageusement, il s'agit d'un acide ou d'une base. Le choix d'un agent acide ou 
basique dependra de la nature acide ou basique de la substance active. Ainsi, 
preferentiellement, un agent acide sera utilise avec un complexe moleculaire 
contenant une substance active basique et un agent basique avec un complexe 
moleculaire contenant une substance active acide. 

De fa^on avantageuse, l'agent d'interaction avec le complexe est choisi parmi un 
acide amine, un acide carboxylique, un acetate, un carboxylate, une amine ou 
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l'ammoniaque, avantageusement sous-forme de solution ammoniacale a 28 %. De 
fa<?on encore plus avantageuse, il est choisi parmi l'acide acetique, l'acide 
tartarique, l'acide citrique, l'acide gluconique, l'acide malique, l'acide lactique, 
l'acide maleique, l'acide fumarique, la L-Lysine, la L-valine, la L-iso-leucine, la L- 
arginine ou l'ammoniaque. De fa<?on encore plus avantageuse, il s'agit de 
l'ammoniaque. 

Par «fluide dense sous pression», on entend au sens de la presente invention tout 
fluide utilise a une temperature ou une pression superieure a leur valeur critique. 
Avantageusement il s'agit du CO2 pur ou en melange avec un solvant organique 
classiquement utilise par l'homme du metier. 

Par « substance active peu soluble dans un milieu aqueux », on entend au sens de la 
presente invention toute substance active peu ou pas soluble dans un milieu aqueux 
et ayant en particulier une solubilite inferieure a au moins 20 jig/ml. En particulier il 
peut s'agir d'un actif pharmaceutique, (on peut citer a titre d'exemple les 
analgesiques, les antipyretiques, l'aspirine et ses derives, les antibiotiques, les anti- 
inflammatoires, les antiulcereux, les antihypertenseurs, les neuroleptiques, les 
antidepresseurs, les oligonucleotides presentant une activite therapeutique, les 
peptides presentant une activite therapeutique et les proteines presentant une activite 
therapeutique), cosmetique ou nutraceutique. Avantageusement il s'agit d' une 
substance active choisie dans le groupe comprenant les derives d'anilide, les derives 
d'epipodophyllotoxine, le minoxidil, le piroxicam, l'acide valerique, l'acide 
octanoique, l'acide laurique, l'acide stearique, l'acide tiaprofenique, l'omeprazole, 
l'econazole, le miconazole, le ketoconazole, l'astemizole, la cyclobenzaprine, la 
nimesulide, l'ibuprofen, la terfenadine, le domperidone, le naproxen et l'eflucimibe, 
avantageusement il s'agit du piroxicam. 

Par « molecule hote », on entend au sens de la presente invention toute substance 
apte a capter des substances actives. Avantageusement la molecule hote est choisie 
dans le groupe constitue par les polyoses et les oses, notamment les cyclodextrines 
et leur melange. De fa<?on avantageuse, il s'agit de la p-cyclodextrine, de la methyl- 
P-cyclodextrine, de la y-cyclodextrine ou de Thydroxypropyl-p-cyclodextrine. 
Avantageusement, il s'agit de la P-cyclodextrine. 
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Les cyclodextrines sont des molecules dites « cages » car elles comportent, au sein 
de leur structure, une cavite relativement rigide et hydrophobe qui leur permet 
d'emprisonner ou d'encapsuler d'autres molecules. Le phenomene de complexation 
est la resultante d'une multitude d' interactions (substrat/solvant, solvant/solvant et 
cyclodextrine/solvant) qui conduisent a l'etat thermodynamique le plus stable : 

(1) les interactions de Van der Waals ; 

(2) les interactions hydrophobes ; 

(3) les liaisons hydrogene ; 

(4) la liberation de molecules d'eau avec une energie elevee lors de la substitution 
par la molecule invitee ; 

(5) la liberation de 1'energie de tension au sein de la molecule de cyclodextrine lors 
de la formation du complexe. 

Avantageusement, le compose d'inclusion soluble consiste en l'association du 
piroxicam, d'une cyclodextrine et de Targinine, avantageusement la L-arginine. 
Par « agent de diffusion », on entend au sens de la presente invention n'importe 
quel solvant favorisant une interaction de la substance active avec la molecule hote. 
Avantageusement, cet agent de diffusion est choisi dans le groupe constitue par les 
alcools, les cetones, les ethers, les esters et l'eau avec ou sans agent surfactant et 
leurs melanges. De fagon encore plus avantageuse, il s'agit de l'eau. 
Par « mode statique » on entend au sens de la presente invention une reaction ou un 
procede dans lequel tous les reactifs sont mis simultanement en presence et ou on 
laisse la reaction se derouler. Par exemple, dans l'etape (b) de la presente invention, 
on met dans un autoclave la ou les substance(s) active(s), de l'eau et du CO2 
supercritique et on laisse reagir pendant plusieurs heures. La masse de produit 
n'evolue pas durant la reaction. A l'inverse, en mode dynamique, les reactifs sont 
apportes au fur et a mesure de revolution de la reaction ou de la production. 
Souvent dans le cadre d'un mode dynamique, il y a circulation d'un fluide ou 
agitation. La masse de produit evolue durant la production. 

Lors de l'etape (a) la substance active et la molecule hote sont introduites sous 
forme solide ou liquide dans un recipient dans lequel lors de l'etape (b) est injecte le 
fluide dense sous pression et 1' agent de diffusion dans des proportions 
judicieusement choisies. Les conditions de pression et de temperature ainsi que la 
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duree du traitement sont definies, par-toute-methode appropriee, en fonction. de la- 
nature de la ou des substances actives et du ou des molecules hotes. 
De fa?on avantageuse, l'etape (b) de diffusion moleculaire du procede selon la 
presente invention est realisee sous agitation. 

L'agent de diffusion peut etre ajoute en continu ou en discontinu dans une quantite 
comprise entre 1 et 50% en masse, de preference entre 10 et 25% en masse. 
Le ratio molaire substance active/molecule hote/agent d'interaction avec le 
complexe pourra etre choisi de maniere a assurer la meilleure inclusion de la 
substance active au sein de la molecule bote. Ainsi avantageusement le ratio 
molaire substance active/molecule hote est compris entre 1/1 et 1/10, 
avantageusement entre 1/1 et 1/5, de fa<?on avantageuse entre 1/2 et 1/2,5, de fatpon 
encore plus avantageuse 1/2,5. De meme avantageusement le ratio molaire 
substance active/agent d'interaction avec le complexe est compris entre 1/1 et 1/3, 
avantageusement 1/1, plus avantageusement 1/1,2. 

Le temps necessaire a la diffusion moleculaire de l'etape (b) est determine par toute 
methode appropriee. Cette etape (b) peut etre reiteree autant de fois que souhaitee 
pour obtenir une vitesse de dissolution satisfaisante. Avantageusement, l'etape (b) 
dure entre environ 1 et 16 heures. 

Les conditions de pression et de temperature de l'etape (b) sont choisies de fa<?on a 
favoriser la diffusion moleculaire. Avantageusement la pression du fluide 
supercritique est comprise entre 0,5 MPa et 50 MPa et la temperature entre 0 et 
200°C. 

Avantageusement l'etape (b) du procede selon la presente invention est mise en 
oeuvre dans un reacteur ferme, en particulier un autoclave. 

Le procede peut etre mis en oeuvre en batch ou en continu. De fa9on avantageuse le 
procede selon la presente invention est realise en batch. 

Avantageusement, l'etape (b) du procede selon la presente invention est mis en 
oeuvre dans un reacteur ferme eventuellement agite, alimente par le fluide dense et 
la solution de substance active le cas echant, en continu. 

• Les deux dernieres etapes ((d) et (e)) consistent a ajouter et melanger un agent 
d' interaction avec le complexe au complexe substance active - molecule hote. 
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Cet agent d' interaction avec le complexe interagit selon deux hypotheses 
plausibles : interactions fortes avec ia substance active incluse dans la molecule 
hote lors des etapes ;precedente, et/ou interactions fortes avec le complexe 
precedemment forme. 

Ceci permet d'ameliorer principalement les proprietes de dissolution du complexe 

dans les Iiquides biologiques, et notamment l'eau et/eventuellement d'augmenter le 
. taux d' inclusion de la substance active dans la molecule hote. 

L'amelioration des proprietes physico-chimiques, notamment en terme de 

dissolution du systeme forme peut avoir pour origine 

- Une interaction non covalente de 1 'agent d'interaction avec le complexe avec 
la substance active, la molecule hote ou les deux (complexation, salification. ..). 

- Une variation locale du pH du milieu de dissolution 

- L'obtention d'un systeme presentant un eutectique 

- Une modification de l'interface entre le systeme et son milieu de dissolution 
(effet surfactant, changement granulomere) 

Avantageusement, l'etape (d) du procede est mise en ceuvre en milieu semi-solide, 
le complexe n'etant pas dissous dans un milieu aqueux avant l'ajout de l'agent 
d'interaction avec le complexe. Cet agent va done simplement humidifier le 
complexe ou former une pate avec le complexe. Avantageusement, l'etape (d) est 
realisee sous agitation. 

La presente invention concerne egalement un compose d'inclusion soluble 
comprenant une ou plusieurs substances actives peu soluble dans un milieu aqueux 
incluses dans une ou plusieurs molecules hotes et un agent d'interaction avec le 
complexe, susceptible d'etre obtenu par le procede selon la presente invention. 
Avantageusement le taux d'inclusion de la substance active dans le compose 
d'inclusion soluble selon la presente invention est superieur a 95% calcule par 
analyse DSC telle que decrite ci-apres, avantageusement superieur a 98 %, 
avantageusement proche de 99 %. 

Avantageusement, la solubilite du principe actif lorsqu'il se trouve sous la forme du 
complexe selon la presente invention est superieure a 2,5 g/1, avantageusement au 
moins egale a 3 g/1. Avantageusement, le taux de solubilisation de la substance 
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active contenue dans une solution a 4 g/1 dans reau-mesuree-a-38°G apres entre 5 et 
120 minutes d'agitation est superieure a 63 %, avantageusement au moins egale a 
75 %. Avantageusement, la substance active est le piroxicam et la solubilite et le 
taux de solubilisation sont mesures a pH = 6,3. 

Avantageusement, la molecule hote est la cyclodextrine, la substance active est le 
piroxicam. 

Avantageusement, le piroxicam est present dans le complexe selon la presente 
invention sous une structure zwitterionique. 

Dans le cadre de la presente invention, on entend par « taux de solubilisation » le 
pourcentage de piroxicam solubilise apres 5 a 120 minutes d'agitation a 37°C d'un 
melange d'eau et de piroxicam. On utilisera usuellement pour mesurer ce taux un 
melange a 4g/l de piroxicam dans Feau. Cette solubilisation peut etre mesuree par 
un test de solubilisation tel qu'indique ci-apres (test de solubilisation du piroxicam). 

La presente invention concerne en outre un complexe comprenant du piroxicam, 
une cyclodextrine et de l'arginine caracterise en ce que le taux de solubilisation du 
piroxicam contenue dans une solution a 4 g/1 dans I'eau, mesure a 37°C apres entre 
5 et 120 minutes d'agitation est superieure a 90%, avantageusement superieure a 
95%, de fa?on avantageuse egale a 99%. 

Par « cyclodextrines », on entend au sens de la presente invention les 
cyclodextrines, les cyclodextrines modifiees et leurs melanges. De fa9on 
avantageuse, il s'agit de la p-cyclodextrine, de la methyle-P-cyclodextrine, de la y- 
cyclodextrine ou de Thydroxypropyl-P-cyclodextrine. Avantageusement, il s'agit de 
la p-cyclodextrine. 

Avantageusement, le complexe piroxicam-cyclodextrine-arginine selon la presente 
invention presente une bonne cristallinite, de fa9on avantageuse, ce complexe 
presente moins de 40 % en poids de phase amorphe, de fa9on encore plus 
avantageuse moins de 30 % en poids de phase amorphe, avantageusement une 
quantite de phase amorphe inferieure ou egale a 20 % en poids. 



WO 2005/097201 



14 



PCT/FR2005/000739 



Avantageusement, le taux d'inclusion du piroxicam dans le complexe piroxicarn- 
cyclodextrine-arginine selon la presente invention mesuree par 1'analyse 
calorimetrique differentielle telle que decrite ci-apres est superieur a 98 %, 
avantageusement superieur a 99 %, de fafon avantageuse proche de 100 %. 
Avantageusement, le piroxicam est present dans le complexe selon la presente 
invention sous une structure zwitterionique. 

Les complexes piroxicam, cyclodextrine et arginine selon la presente invention sont 
susceptibles d'etre obtenus par le procede selon la presente invention tel que decrit 
ci-dessus. Toutefois, ils sont egalement susceptibles d'etre obtenus par le procede 
ci-dessous. 

v. 

Ainsi, un procede de preparation d'un complexe piroxicam-cyclodextrine-arginine 
selon la presente invention comprend les etapes successives suivantes : 

(1) mise en contact du piroxicam avec une cyclodextrine et l'arginine, 

(2) mise en oeuvre d'une etape de diffusion moleculaire par mise en contact, en 
mode statique, d'un fluide dense sous pression avec le melange obtenu a l'etape (1) 
en presence d'un ou plusieurs agents de diffusion, 

(3) recuperation du complexe piroxicam-cyclodextrine-arginine ainsi forme. 

Ce procede permet dans le cas des complexes piroxicam-cyclodextrine-arginine 
d'obtenir des complexes ayant des proprietes particulieres. 

L'etape (2) de diffusion moleculaire en mode statique appelee etape de maturation, 
consiste essentiellement en une phase de diffusion moleculaire en milieu dense sous 
pression, et notamment supercritique, permettant d'inclure le piroxicam dans les 
cyclodextrines. L'objectif recherche au cours de cette phase de diffusion est de 
former des complexes d'inclusion entre le piroxicam, la cyclodextrine et l'arginine. 
Le complexe ainsi forme associe de maniere non-covalente le piroxicam, la 
cyclodextrine et l'arginine. 

L'arginine qui sert d'agent d'interaction interagit selon deux hypotheses plausibles : 
interactions fortes avec le piroxicam inclus dans la cyclodextrine et/ou interactions 
fortes avec le complexe forme. 

La presence de 1' arginine permet d'ameliorer principalement les proprietes de 
dissolution du complexe dans les liquides biologiques, et notamment 1'eau. 
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L'amelioration des proprietes physico-chimiques, notamment en terme de 
dissolution du systeme forme peut avoir pour origine 

- Une interaction non covalente de Parginine avec le piroxicam, la cyclodextrine ou 
les deux (complexation, salification. . .). 

- Une variation locale du pH du milieu de dissolution 

- L'obtention d'un systeme presentant un eutectique 

- Une modification de P interface entre le systeme et son milieu de dissolution (effet 
surfactant, changement granulomere). 

Par «fluide dense sous pression», on entend au sens de la presente invention, tout 
fluide utilise a une temperature ou une pression superieure a leur valeur critique. 
Avantageusement il s'agit du CO2 pur ou en melange avec un solvant organique 
classiquement utilise par Fhomme du metier. 

Par « agent de diffusion », on entend au sens de la presente invention n'importe 
quel solvant favorisant une interaction du piroxicam et des cyclodextrines. 
Avantageusement, cet agent de diffusion est choisi dans le groupe constitue par les 
alcools, les cetones, les ethers, les esters et Peau avec ou sans agent surfactant et 
leurs melanges. De fa?on encore plus avantageuse, il s'agit de Peau. 

Par « mode statique » on entend au sens de la presente invention une reaction ou un 
procede dans lequel tous les reactifs sont mis simultanement en presence et ou on 
laisse la reaction se derouler. Par exemple, dans Petape (2) de la presente invention, 
on met dans un autoclave le piroxicam, Peau, Parginine et du CO2 supercritique et 
on laisse reagir pendant plusieurs heures. La masse de produit n'evolue pas durant 
la reaction. A Pinverse, en mode dynamique, les reactifs sont apportes au fur et a 
mesure de Involution de la reaction ou de la production. Souvent dans le cadre d'un 
mode dynamique, il y a circulation d'un fluide. La masse de produit evolue durant 
la production. 

De fa?on avantageuse, Petape (2) de diffusion moleculaire du procede selon la 
presente invention est realisee sous agitation. 
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Dans un mode de realisation particulier de P invention, lors de Petape (1) le 
piroxicam, Parginine et les cyclodextrines sont introduits sous forme solide ou 
liquide dans un recipient dans lequel est injecte le fluide dense sous pression et 
Pagent de diffusion dans des proportions judicieusement choisies. Les conditions de 
pression et de temperature ainsi que la duree du traitement sont definies, par toute 
methode appropriee. 

Le ratio molaire piroxicam/cyclodextrine/arginine pourra etre choisi de maniere a 
assurer la meilleure inclusion du piroxicam au sein des cyclodextrines. Ainsi 
avantageusement le ratio molaire piroxicam/cyclodextrine est compris entre 1/1 et 
1/10, avantageusement entre 1/1 et 1/5, de fa<?on avantageuse entre 1/2 et 1/2,5, de 
fa?on encore plus avantageuse 1/2,5. De meme avantageusement le ratio molaire 
piroxicam/arginine est compris entre 1/1 et 1/3, avantageusement 1/1, plus 
avantageusement 1/1,2. 

L'agent de diffusion peut etre ajoute en continu ou en discontinu dans une quantite 
comprise entre 1 et 50% en masse par rapport a la masse totale du melange, 
avantageusement entre 20 et 25% en masse par rapport a la masse totale du 
melange. 

Le temps necessaire a la diffusion moleculaire de Petape (2) est determine par toute 
methode appropriee. Cette etape (2) peut etre reiteree autant de fois que souhaitee 
pour obtenir une vitesse de dissolution satisfaisante. Avantageusement, Petape (2) 
dure entre environ 2 et 1 6 heures, avantageusement 1 heure. 

Les conditions de pression et de temperature de Petape (2) sont choisies de fa9on a 
favoriser la diffusion moleculaire. Avantageusement la pression du fluide 
supercritique est comprise entre 5 MPa et 40 MPa, avantageusement 15MPa et la 
temperature entre 0 et 120°C, avantageusement 100°C. 

Avantageusement Petape (2) du procede selon la presente invention est mise en 
ceuvre dans un reacteur ferme, en particulier un autoclave. 
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Le procede peut etre rnis en oeuvre en batch ou en continu. De fa9on avantageuse le 
procede selon la presente invention est realise en batch. 

Avantageusement, l'etape (2) du procede est mis en ceuvre dans un reacteur ferme 
eventuellement agite, alimente par le fluide dense et le piroxicam et le cas echant, 
en continu. 

La mise en ceuvre de l'etape de diffusion moleculaire en milieu dense sous pression 
en presence d'un agent de diffusion permet une forte interaction des particules de 
piroxicam avec les cyclodextrines, ce qui favorise la dissolution en milieu aqueux. 

La presente invention concerne en outre une composition pharmaceutique 
comprenant un complexe piroxicam-cyclodextrine-arginine selon la presente 
invention, et eventuellement un excipient pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention concerne egalement un complexe piroxicam-cyclodextrine- 
arginine selon la presente invention ou une composition pharmaceutique selon la 
presente invention en tant que medicament, avantageusement ayant une action anti- 
inflammatoire et avantageusement destine a traiter les des rhumatismes 
inflammatoires, la polyarthrite, Parthrose, les tendinites ou les affections post- 
traumatiques de l'appareil locomoteur. 

Les exemples suivants sont donnes a titre indicatif non limitatif. 

Les differents exemples proposes ont ete realises avec du piroxicam comme 
substance active de la beta cyclodextrine comme molecule hote et 1'eau comme 
agent de diffusion. L'amxnoniaque ou l'arginine ont ete utilisees comme agent 
d' interaction avec le complexe. 

Description des figures 

La figure 1 represente le spectre RMN du complexe obtenu selon l'exemple 7. 

La figure 2 represente le spectre ROESY-NOE intramoleculaire du complexe 

obtenu selon l'exemple 7. 
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La figure 3 represente le profil TG-DGT (analyse theraiogravimetrique) de la /?- 
cyclodextrine en utilisant le procede suivant : augmentation de temperature de 5°C 
par minute jusqu'a 450°C puis diminution de la temperature de 10°C par minute 
jusqu'a 80°C 

La figure 4 represente le profil DSC de la /3-cyclodextrine en utilisant la methode 
suivante : un equilibrage a 0°C suivie d'une augmentation de la temperature de 5°C 
par minute jusqu'240 °C. 

La figure 5 represente le profil de l'analyse thermogravimetrique de la L-arginine 
en utilisant le meme procede que celui de la figure 3. 

La figure 6 represente le profil DSC de la L-arginine en utilisant le meme procede 
que celui de la figure 4. 

La figure 7 represente le profil DSC du piroxicam en utilisant le meme procede que 
celui de la figure 6. 

La figure 8 represente le profil DSC d'un echantillon de piroxicam fondu a 260°C 
puis refroidit a 0°C en utilisant le procede d'equilibrage a 205°C, de diminution de 
la temperature de 20°C par minute jusqu'a 0°C et d'augmentation de la temperature 
de 5°C par minute jusqu'a 220°C. 

La figure 9 represente le profil DSC du complexe obtenu selon 1'exemple 7 en 
utilisant le procede d'equilibrage a 0°C, d' augmentation de la temperature de 5°C 
par minute jusqu'a 240°C puis de diminution de la temperature de 5°C par minute 
jusqu'a 80°C. 

La figure 10 represente le profil TG-DGT du complexe obtenu selon 1'exemple 7 en 
utilisant le procece d' augmentation de la temperature de 5°C par minute jusqu'a 
450°C puis de diminution de la temperature de 10°C par minute jusqu'a 80°C. 
Les figures 11 a 16 represented la modelisation moleculaire de la structure 
minimisee du complexe d'inclusion piroxicam- /3-cyclodextrine 1 : 2. En particulier 
la figure 1 1 represente la vue de profil avec les atomes d'hydrogene, la figure 12 
represente la vue de profil sans les atomes d'hydrogene, la figure 13 represente la 
vue de la cavite cote cycle benzothiazine avec les atomes d'hydrogene, la figure 14 
represente la vue de la cavite cote cycle benzothiazine sans les atomes d'hydrogene, 
la figure 15 represente la vue de la cavite cote cycle pyridine avec les atomes 
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d'hydrogene et la figure 16 represente la vue de la cavite cote cycle pyridine sans 
les atomes d'hydrogene. 

La figure 17 represente le diffractogramme rayons X du complexe obtenu selon 
Fexemple 7 et du complexe obtenu avec le procede du brevet EP 0 153 998. 

Analyse : 

Le taux d'inclusion de la substance active dans la molecule hote est evalue par 
analyse thermique differentielle (DSC). 

Les analyses DSC des complexes obtenus selon les exemples 1 a 6 ont ete realisees 
de la fa9on suivante : 

On applique une rampe de temperature sous flux d'azote au produit a tester, a Faide 
d'un appareil DSC 7 Perkin Elmer. 

Le rendement de complexation est evalue par mesure de la reduction (ou 
disparition) du pic thermique relatif a la fusion du principe actif « reste libre » sous 
forme cristalline. 

L'analyse DSC du complexe obtenu selon Fexemple 7 a ete realisee de la fa<?on 
suivante : 

L'appareillage, DSC Q100 TA Instruments, a ete calibre a Faide du signal de fusion 
de Findium sous un flux d'azote de SOmL.min" 1 . L'echantillon est analyse en 
nacelle hermetique de 5°C.min" 1 . 

Les analyses thermogravimetriques sont realisees a Faide de Fappareillage 
TGA2950 HR TA Instruments afin de determiner le domaine de stabilite thermique 
des echantillons. L'appareil est calibre a la temperature ambiante et a Faide du point 
de Curie du nickel a 360,46°C. L' exactitude de la balance est verifiee par Fanalyse 
d'un echantillon d'oxalate de calcium. 

L'analyse est realisee sous un flux d'azote de 60 mL.min* 1 de 25°C a 450°C. 
La quantite d'eau dans les echantillons est determinee par coulometrie a Faide du 
coulometre Mettler KF DL37. L'appareillage est etalonne avec le STANDARD 
tartrate de sodium dihydrate (%H 2 0=15,66 ± 0,05 %). 

La diffraction des rayons X de poudres est realisee avec Fappareillage et les 
conditions suivantes : 
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- diffractometre Philips Xpert MPD, generateur Philips tension 40kV intensite 
20mA 

- anticathode de cuivre (Kalpha = 1.5418367 angstrom), filtre Ni 

- fente entree 1/8 

- detecteur Xcelerator 

- mode scan continu 

- echantillon broye en poudre sur plaquette 

- domaine angulaire (°26) 4a 100 

- duree du scan : 80 secondes 

L'analyse des phases est realisee a l'aide du logiciel Visual CRYSTAL. 

Les spectres de diffusion Raman sont obtenus avec Pappareillage et les conditions 

suivantes : 

- Spectrometre Raman Labram HR 800 Jobin Yvon 

- Temperature: 22° C 

- Echantillons: poudre sur lamelle microscope 

- Longueur d*onde excitatrice: 752 nm, puissance laser lOmW sur Techantillon 

- Resolution spectrale 2 cm-1, volume diffusant environ l^m3 (reseau 600 traits) 
Le spectre RMN proton est enregistre sur un spectrometre DPX AVANCE Bruker a 
la frequence nominale de 400 MHz en utilisant une sonde inverse large bande 
equipee d'un accessoire de gradient de champ selon Paxe Z. Le spectrometre est 
prealablement cale sur la frequence de resonance du deuterium du solvant de 
solubilisation, en l'occurence le dimethylsulfoxide-d 6 (Eurisotop, ref. D 31 0B, lot A 
2731) Les deplacements chimiques sont donnes en p.p.m. par rapport au T.M.S. 
(tetramethylsilane) utilise comme standard interne. 

Le spectre ROESY (Rotating frame Overhauser Enhancement Spectroscopy) est 
obtenu en appliquant le microprogramme d'impulsions Bruker « roesytp.2 ». 
L'enregistrement est realise en mode phase avec 1024 incrementations et 72 
balayages par increment soit une duree totale d' experience de 53 heures par produit. 
L'acquisition est realisee en selectionnant une fenetre spectrale de 6410,256 Hz, un 
delai de relaxation de 2 s et un temps de verrouillage de spin de 350 ms. 
Prealablement a Tenregistrement du spectre Techantillon est correctement degaze 
afin d'observer le maximum d'effet NOE intra et intermoleculaire. 
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Compte tenu de la faible solubilite des complexes dans Peau et de la sensibilite du 
spectrometre RMN en notre possession nous avons prefere travailler dans le 
;dimethylsulfoxide deuterie dans lequel il est possible d'atteindre une concentration 
de 2% (p/v) en complexe. 

Modelisation moleculaire : L'optimisation du complexe d'inclusion piroxicam-jS- 
cyclodextrine (1 :2) est realisee avec le logiciel Hyperchem®, version 6.02 
(Hypercube, Gainsville, USA), implements sur un ordinateur personnel pentium III 
modele HP Vectra. 

La structure moleculaire du piroxicam utilisee pour les calculs de minimisation est 
extraite de la publication de Jon Bordner et coll. (Acta CrysL. 1984, C40, 989 - 
990). 

La structure moleculaire de la /?-cycIodextrine provient de la Cambridge 
Crystallographic Database (M.R. Caira et al., J. Chem. Soc, Chem. Commun, 1994, 
1061 - 1062). 

La minimisation d'energie de la geometrie et de la conformation du complexe est 
realisee a 1'aide du champ de force MM2. 

La simulation des proprietes physico-chimiques (pKa, logD et solubilite) a partir de 
la molecule de piroxicam est realisee avec le logiciel ACD/logD suite (ACD/labs 
software, Toronto, Canada). 

Pour mesurer les proprietes de dissolution de la poudre, on dissout Fequivalent de 
4g/l de piroxicam dans une solution aqueuse, a 37°C. Au bout de 15 min, on 
effectue un prelevement, puis on mesure par HPLC la quantite de piroxicam 
dissoute, le resultat est exprime en grammes de piroxicam dissous par litre d'eau. 
Selon cette methode la solubilite du piroxicam pur dans Teau est inferieure a 0,2 g/1. 

TEST DE SOLUBILIS ATION DU PIROXICAM. 
Protocole operatoire : 

Le dosage du Piroxicam dans la solution de dissolution est realise par HPLC : 
Appareillaee utilise : 
Systeme HPLC WATERS : 

Module de separation 2695, 
- DetecteurUV2487. 
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Condi ti on s chrom ato graphi q ues : 

Colonne : WATERS X-Terra MS CI 8 250x4,6 mm. 

7.7.7.7.7.7 Phase mobile : Voie A 

60 % Tampon pH=3.5 KH 2 P0 4 6,81 g/I ajuste au pH avec H3PO4 dilue R, 

40 % acetonitrile. 

Debit : 1 ml / rnin 

Longueur d'onde detecteur: 230 nm 

Sensibilite du detecteur : 2 AUFS 

Volume injecte : 20 ^il 

Temperature du four : 40°C 

Temps d ! analyse : 1 2 minutes 

Preparation des solutions temoins: 

Solution temoin : SM : Introduire 50 mg de Piroxicam temoin dans une fiole de 100 
ml. Dissoudre avec 20 ml de dimethylformamide et completer au volume avec du 
methanol. 
Gamme : 

Tl : Dilution au l/20 6me de T3 dans 40 acetonitrile / 60 eau. 

T2 : Dilution au l/10* me de T3 dans 40 acetonitrile / 60 eau. 

T3 : Dilution au l/100* me de SM dans 40 acetonitrile / 60 eau. 

T4 : Dilution au 1/50*™ de SM dans 40 acetonitrile / 60 eau. 

T5 : Dilution au 1/20*™ de SM dans 40 acetonitrile / 60 eau. 

Conditions operatoires des cinetiques de dissolution a 4 g/L: 
Realisation de Tessai : 

Conditions operatoires : 

Dans un erlen-meyer de 100 ml, introduire une prise d'essai equivalente a 200 mg 
de Piroxicam. Ajouter 50 ml d'eau. Mettre sous agitation magnetique a 400 tours 
par minutes, dans un bain thermostate a 37°C +/- 2°C. Effectuer un prelevement de 
2 ml sous agitation magnetique a 5, 30, 60, 120 minutes. Filtrer les prelevements sur 
filtre polypropylene 0,45|xm Gelman GHP Acrodisc. La solution doit etre limpide. 
Diluer le prelevement au l/200 emc dans la phase mobile. 
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Methodologie, expression des resultats : 
Injecter 20 ^1 de chaque solution temoin. 

Effectuer une regression lineaire des surfaces des pics de Piroxicam par rapport aux 
concentrations. Le coefficient de correlation doit etre superieur a 0,995. 

Injecter 20 fil des solutions a examiner. 

Mesurer Taire du pic de Piroxicam dans chaque solution a examiner. 

En deduire la concentration X en [ig/ml d'apres la droite de regression des temoins. 

Calculer la concentration en |ig par ml de Piroxicam solubilise en multipliant par 
l'inverse de la dilution realisee (i.e. : 200). 

Le taux de solubilization du piroxicam est calcule en divisant la concentration de 
piroxicam solubilise par la concentration de piroxicam totale de la solution de 
depart. 

Exemple 1 : Resultats obtenus en utilisant le procede selon la presente 
invention 

8 grammes de piroxicam, 76 grammes de beta-cyclodextrine, 25,2 g d'eau sont 
melanges et introduits dans un reacteur de deux litres. Le dioxyde de carbone est 
par la suite introduit dans le reacteur sous une pression de 200 bar et sous une 
temperature de 150°C. L'ensemble est maintenu dans ces conditions operatoires 
pendant une duree de deux heures. 

Apres l'etape dite de maturation, une partie de la poudre collectee (12 g) est 
melangee a 2,1 1 g d'une solution ammoniacale a 28%, puis placee dans une etuve 
ventilee a 60°C, durant une nuit. 

L'analyse DSC revele un taux d'inclusion du piroxicam dans la cyclodextrine de 
99%, la dissolution du piroxicam est de 3,019 g/L 
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Exemple comparatif 2 : R 6s u I tats obtenus apres P6tape de maturation sans 
ajout d*agent cTinteraction avec le complexe 

4 grammes de piroxicam, 38 grammes de beta-cyclodextrine, 8,95 grammes d'eau 
sont melanges et introduits dans un reacteur de deux litres. Le dioxyde de carbone 
est par la suite introduit dans le reacteur sous une pression de 150 bar et sous une 
temperature de 150°C. L'ensemble est maintenu dans ces conditions operatoires 
pendant une duree de deux heures. 

Apres detente du milieu une partie de la poudre collectee est placee dans une etuve 
ventilee a 60°C, durant une nuit. L'analyse DSC revele un taux d'inclusion du 
piroxicam dans la cyclodextrine de 80 %, la dissolution du piroxicam est de 0,246 
g/L 

Exemple comparatif 3 : Resultats obtenus si 1'agent d'interaction avec le 
complexe est present au cours de P6tape de maturation (b) 

2 g de piroxicam, 19 g de beta-cyclodextrine, 3,75 g d'eau et 1,5 g de solution 
ammoniacale a 28% sont melanges et introduits dans un reacteur de deux litres. Le 
dioxyde de carbone est par la suite introduit dans le reacteur sous une pression de 
200 bar et sous une temperature de 160°C. L'ensemble est maintenu dans ces 
conditions operatoires pendant une duree de deux heures. 

Apres detente du milieu, la poudre collectee est placee dans une etuve ventilee a 
60°C, durant une nuit. L'analyse DSC revele un taux d'inclusion du piroxicam dans 
la cyclodextrine de 50 %, la dissolution du piroxicam est de l,075g/l. 

Exemple comparatif 4 : Resultats obtenus si l'on tente de fixer Pagent 
d'interaction a la molecule hote avant 1'etape de maturation (b) 

19 g de beta-cyclodextrine et 2,11 g de solution ammoniacale a 28% et 3,15 g 
d'eau purifie sont melanges et places dans une etuve ventilee a 60°C, durant une 
nuit. On ajoute ensuite 2 g de piroxicam et 6,57 g d'eau. Le melange est ensuite 
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introduit-dans- un reacteur- de deux litres. Le dioxyde de carbone est par la suite 
introduit dans le reacteur sous une pression de 200 bar et sous une temperature de 
160°C. L' ensemble est maintenu dans ces conditions operatoires pendant une duree 
de deux heures. 

L'analyse DSC revele un taux d'inclusion du piroxicam dans la cyclodextrine de 92 
%, la dissolution du piroxicam est de 0,23 g/1. 

Exemple comparatif 5 : Resultats obtenus si Ton tente de fixer 1'agent 
d'interaction a la substance active avant Petape de maturation (b) 

2 g de piroxicam et 2 g de solution ammoniacale a 28% sont melanges et places 
dans une etuve ventilee a 60°C, durant une nuit. On ajoute ensuite 14,3 g de beta- 
cyclodextrine et 3,3 g d'eau. Le melange est ensuite introduit dans un reacteur de 
deux litres. Le dioxyde de carbone est par la suite introduit dans le reacteur sous 
une pression de 150 bar et sous une temperature de 150°C. L'ensemble est 
maintenu dans ces conditions operatoires pendant une duree de deux heures. 
L'analyse DSC revele un taux d'inclusion du piroxicam dans la cyclodextrine de 56 
%, la dissolution du piroxicam est de l,370g/l. 

Exemple 6 : Resultats en utilisant le procede selon la presente invention sur des 
lots de taille semi-industrielle : 12,5 kg 

1,1 kg de piroxicam, 10,6 kg de beta-cyclodextrine, 1,3 kg d'eau sont melanges et 
introduits dans un reacteur de 50 litres. Le dioxyde de carbone est par la suite 
introduit dans le reacteur sous une pression de 150 bar et sous une temperature de 
100°C. L' ensemble est maintenu dans ces conditions operatoires pendant une duree 
de deux heures. 

Une partie de la poudre est placee dans une etuve a 80°C pendant une nuit. 
L'analyse DSC revele un taux d'inclusion du piroxicam dans la cyclodextrine de 89 
%, la dissolution du piroxicam est de l,937g/l. 
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La poudre collectee (12,6 kg) est melangee a 2,6 kg d'une solution ammoniacale a 
28%, puis place dans une etuve ventilee a 60°C. 

L'analyse DSC revele un taux d'inclusion du piroxicam dans la cyclodextrine de 
100 %, la dissolution du piroxicam est superieure a 3 g/1. 

Resume des resultats obtenus 

Le tableau 1 ci-dessous rassemble les resultats des differents exemples 1 a 6 
indiques ci-dessus et permet de constater la valeur ajoutee du precede selon la 
presente invention. 
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Tableau 1 : 



Proc6d6 / Matieres 


/ 


Ex.1 


Ex. 
Comp. 
2 


Ex. 
Comp. 
3 


Ex. 
Comp. 
4 


Ex. 
Comp. 
5 


Ex.6 


Matieres engagees : 


• Piroxicam 

• Piroxicam 
prealablement 
melange avec P agent 
d' interaction avec le 
complexe 

• P-cyclodextrine 

• p-cyclodextrine 
prealablement 
melange avec 1' agent 
d' interaction avec le 
complexe 


X 


X 


X 


X 


X 




X 












X 






X 


XT' 

X 


X 




X 


X 










X 






l ere phase : Complexation en 
milieu CO2 supercritique 




X 


X 




X 


X 


X 


2 eme phase : ajout de 1'agent 
d' interaction avec le 
complexe 




X ; 










X 


1 seule phase : 
Complexation avec 1'agent 
d'interaction avec le 
complexe en milieu CO2 
supercritique 








X 








































Taux de complexation 
(DSC) 


/ 


99% 


80% 


50% 


92% 


56% 


100 

% 


Dissolution (g/1) 


<0,2 


3,02 


0,25 


1,07 


0,23 


1,37 


>3 
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Exemple 7 : complexe Piroxicam, B-cvclodextrine, arginine 

43 gramme de piroxicam, 384 gramme de P-cyclodextrine et 25 gramme d'arginine 
sont introduits dans un reacteur, ainsi que 61 grammes d'agent de diffusion (eau). 
Le dioxyde de carbone est par la suite introduit dans le reacteur sous une pression 
de 15 MPa et sous une temperature de 100°C. L' ensemble est maintenu dans ces 
conditions operatoires pendant une duree d'une heure. 

Sur les complexes obtenus, sont mesures la cinetique de dissolution et le taux de 
solubilisation comme indique ci-dessus dans le « Test de solubilisatibn DU 
PIROXICAM ». Les resultats sont rassembles dans le Tableau 2 ci-apres. 



Temps 
(minutes) 


Concentration en piroxicam 
Og/ml) 


Taux de solubilisation (%) 


5 


3863 


96,6 


30 


3854 


96,4 


60 


3941 


98,5 


120 


3962 


99 



RMN: 

Le spectre RMN ! H d'un complexe obtenu selon 1'exemple 7 (figure 1) est en 
accord avec la composition chimique des de ce compose. 

Le signal observe a 13,5 p.p.m. est attribue au proton pyridinium apportant une 
preuve supplementaire de Fexistence d'une structure zwitterionique du piroxicam 
dans le complexe obtenu selon Texemple 7. 
Analyse du spectre ROESY (figure 2) 

Cette etude qui permet d'etudier les transferts de magnetisation entre des protons 
proches dans l'espace va nous eclairer sur le mode d'inclusion du piroxicam dans la 
/S-cyclodextrine et ainsi nous permettre de modeliser le complexe correspondant. 
A partir de la carte ROESY nous distinguons les effets NOE intramoleculaires 
(entre des protons de la meme molecule) des effets NOE intermoleculaires (entre 
des protons appartenant a des molecules differentes). Si les effets NOE 
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intramoleculaires sont, bien entendu, -instructifs- en- terme- d'analyse 
conformationnelle nous ne citerons que les effets NOE intermoleculaires qui 
apportent la preuve d'une encapsulation du piroxicam dans la /?-cyclodextrine. 
L'analyse du spectre ROESY enregistre sur un complexe obtenu selon l'exemple 7 
(figures 2) montre clairement des pics de relaxation croisee entre H-9/10 du 
piroxicam et H-5' de la /3CD puis entre H-7, H-6, H-3 du piroxicam et H-3' de la /3- 
cyclodextrine. Ces resultats sont en accord avec un complexe d'inclusion 1 : 2, 
piroxicam : /3-cyclodextrine. 

Analyse thermique et dosage d'eau : L'analyse thermogravimetrique de la j8 
cyclodextrine (figure 3) met en evidence deux transitions a 70,6°C et 313°C. La 
premiere correspond a une perte de poids de 13,4% en accord avec la quantite d'eau 
determinee par coulometrie (14,1%), la deuxieme transition est attribuee a la 
decomposition thermique de la jS cyclodextrine. 

L'analyse DSC (figure 4) montre un large endotherme centre sur 162°C 
correspondant au phenomene de deshydratation. L'analyse thermogravimetrique de 
l'arginine (figure 5) montre que celle ci est stable jusqu'aux environs de 230°C 
avant de se decomposer. Deux endothermes sur le profil DSC sont observes (figure 
6), le premier a 215,6°C (fusion ou transition de phases) le second a 234°C lie au 
phenomene de decomposition. 

Le profil DSC du piroxicam montre que la fusion intervient a 201°C avec une 
enthalpie de 104 J.g' 1 (figure 7). 

Des cycles chauffage refroidissement sont realises, dans lesquels un echantillon de 
piroxicam est fondu a 205°C puis refroidi a 0°C. Le profil DSC de cet echantillon 
(figure 8) revele Texistence d'une transition vitreuse a 62°C caracteristique de Tetat 
amorphe qui cristallise a 122°C. Un faible endotherme a 178°C suivi d'un 
exotherme puis d'un dernier endotherme a 197°C traduit Texistence de plusieurs 
formes cristallines du piroxicam (polymorphisme). 

Les deux endothermes a 178°C et 197°C seraient attribues respectivement a la 
fusion des formes III et II alors que l'echantillon initial avant le traitement 
thermique correspondrait a la forme I (fusion a 201 °C) (F. Vrecer, S. Srcici and J. 
Smid-Korbar, International Journal of Pharmaceutics 68 (1991) 35-41). 
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La teneur en eau du complexe obtenu selon l'exemple 7-est-de-l'ordrede-10%-p/p; 
comme indique dans le tableau 3 suivant : 

Tableau 3 - resultat des dosages d'eau du complexe de l'exemple 7 
complexe 

r teneur H 2 0 (TGA) teneur H 2 0 (coulometrie) 

obtenu selon Exemple 7 9 > 99% 1 °> 1 4 % 

Le profil DSC du complexe obtenu selon Pexemple 7 (figure 9) ne montre pas les 
transitions a 198-200°C et a 218° suggerant une inclusion proche de 100 %. 
Le profil TG DTG du complexe obtenu selon l'exemple 7 (figure 10) montre une 
transition a 191 °C. Nous attribuons cette transition a la decomposition de l'arginine. 
En effet, la premiere etape de decomposition de 1'arginine correspond a une perte de 
poids de 1'ordre de 39,2% et si nous tenons compte de la teneur en arginine dans le 
complexe, environ 6% p/p (determination par RMN), cette perte de poids devrait- 
etre de 1'ordre de 2,35% p/p, en excellent accord avec celle observee sur les profils 
TG et DTG a 1 9 1 °C (2,40%). 

Modelisation moleculaire : La structure minimisee du complexe d' inclusion 
piroxicam: /3-cyclodextrine (1:2) est representee aux figures 11 a 16. Cette 
structure optimisee tient compte des interactions spatiales observees par 
spectrometrie ROESY. 

Comme il est indique dans la publication de G.M. Escandar {Analyst, 1999, 124, 
587 - 591), la molecule de piroxicam est trop volumineuse (environ 6 x 13,7 A) 
pour etre entierement encapsulee dans une cavite de 0-cyclodextrine. Avec un 
complexe PX:(/3CD) 2 la molecule de piroxicam est totalement incluse. 
Simulation des proprietes physico-chimiques : variation de solubilite du piroxicam 
en fonction du pH du milieu de dissolution. La structure zwitterionique presente 
entre pH 2 et 6, la solubilite la plus faible. La valeur de logD evolue quant a elle en 
sens inverse. Dans Tintervalle de pH 2 - 6, la molecule est relativement hydrophobe 
ce qui represente une autre interaction favorable a F encapsulation. Entre pH 6 et pH 
7,5 le zwitterion est encore present et la valeur de solubilite augmente sensiblement 



WO 2005/097201 



31 



PCT/FR2005/000739 



en fonction du pH. D'ou l'interet de preparer des complexes-dans-cette-zone-de pH 
afin d'additionner les deux efFets solubilisants qui sont 1' encapsulation d'une part et 
la salification du piroxicam d'autre part. Les valeurs mesurees de pH sont indiquees 
ci-apres : complexe selon l'exemple 7 a 13,9 mg/10 nil H 2 0 = pH 7,87 
Diffractions aux rayons X du complexe obtenu selon l'exemple 7 et du complexe 
obtenu selon le procede decrit dans EP 0 153 998 : le diffractograrnme est 
represents a la figure 17. Le diffractograrnme de poudre du complexe selon 
l'exemple 7 montre des raies de diffraction intenses et tres bien resolues apportant 
la preuve d'une meilleure cristallinite de cet echantillon par rapport a celui du 
complexe selon le procede du brevet EP 0 153 998. Selon le logiciel Visual 
CRYSTAL, le complexe obtenu selon l'exemple 7 presente entre 16 et 20 % en 
poids de phase amorphe. 

Exemple 8 : complexe Piroxicam, B-cyclodextrine., arginine 

400 grammes de piroxicam, 3832 grammes de p-cyclodextrine et 253 grammes 
d' arginine sont introduits dans un reacteur, ainsi que 613 grammes d' agent de 
diffusion (eau). Le dioxyde de carbone est par la suite introduit dans le reacteur 
sous une pression de 15 MPa et sous une temperature de 100°C. L'ensemble est 
maintenu dans ces conditions operatoires pendant une duree d'une heure. 
Sur les complexes obtenus, sont mesures la cinetique de dissolution et le taux de 
solubilisation comme indique ci-dessus dans le « Test de solubilisation DU 
PIROXICAM ». Les resultats sont rassembles dans le Tableau 3 ci-apres. 



Temps 
(minutes) 


Concentration en piroxicam 
(ug/ml) 


Taux de solubilisation (%) 


5 


3953 


98,8 


30 


3895 


97.3 


60 


3952 


98.8 


120 


4041* 


100 



*Resultat en coherence avec 1' incertitude liee a la mesure. 
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REVINDICATIONS 

1. Complexe comprenant du piroxicam, une cyclodextrine et l'arginine caracterise 
en ce que le taux de solubilisation du piroxicam contenue dans une solution a 4 g/1 
dans Feau, mesure a 37°C apres entre 5 et 120 minutes d'agitation est superieure a 
90%, avantageusement superieure a 95%, de fa?on avantageuse egale a 99%. 

2. Complexe comprenant du piroxicam, une cyclodextrine et de l'arginine 
caracterise en ce qu'il comprend moins de 40 % en poids de phase amorphe, 
avantageusement moins de 30 % en poids. 

3. Complexe selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2 caracterise en ce que 
la cyclodextrine est une beta-cyclodextrine. 

4. Procede de preparation d'un complexe selon Tune quelconque des revendications 
1 a 3 caracterise en ce qu'il comprend les etapes successives suivantes : 

(1) mise en contact du piroxicam avec une cyclodextrine et l'arginine, 

(2) mise en oeuvre d'une etape de diffusion moleculaire par mise en contact, en 
mode statique, d'un fluide dense sous pression avec le melange obtenue a l'etape (a) 
en presence d'un ou plusieurs agents de diffusion, 

(3) recuperation du complexe piroxicam-cyclodextrine-arginine ainsi forme. 

5. Procede selon la revendication 4 caracterise en ce que le fluide dense sous 
pression est le dioxyde de carbone. 

6. Procede selon 1'une quelconque des revendications 4 ou 5 caracterise en ce que 
l'agent de diffusion est choisi dans le groupe constitue par les alcools, les cetones, 
les ethers, les esters et Peau avec ou sans agent surfactant et leurs melanges, 
avantageusement de l'eau. 
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7. Procede selon Tune quelconque des revendications 4 a 6 caracterise en ce que 
I'etape (2) de diffusion moleculaire est realisee avec agitation. 

8. Procede selon Tune quelconque des revendications 4 a 7 caracterise en ce que 
T agent de diffusion est ajoute en continu ou en discontinu dans une quantite 
comprise entre 1 et 50% en masse par rapport a la masse totale du melange, de 
preference entre 10 et 25% en masse par rapport a la masse totale du melange. 

9. Composition pharmaceutique comprenant un complexe selon Tune quelconque 
des revendications 1 a 3, et eventuellement un excipient pharmaceutiquement 
acceptable. 

10. Complexe selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 ou composition 
pharmaceutique selon la revendication 9 en tant que medicament, avantageusement 
ayant une action anti-inflammatoire et avantageusement destine a traiter les des 
rhumatismes inflammatoires, la polyarthrite, l'arthrose, les tendinites ou les 
affections post-traumatiques de 1'appareil locomoteur. 

11. Procede de preparation d'un compose d'inclusion soluble comprenant une ou 
plusieurs substances actives peu soluble dans un milieu aqueux incluses dans une ou 
plusieurs molecules hotes, caracterise en ce qu'il comprend les etapes successives 
suivantes: 

a. mise en contact d'une ou plusieurs substances actives avec une 
ou plusieurs molecules hotes, 

b. mise en ceuvre d'une etape de diffusion moleculaire par mise en 
contact, en mode statique, d'un fluide dense sous pression avec le 
melange obtenu a I'etape (a) en presence d'un ou plusieurs agents de 
diffusion, . 

c. recuperation du complexe moleculaire substance active - 
molecule hote ainsi forme, 
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& mise en ceuvre d'une etape qui consiste a ajouter et melanger un 
agent d'interaction avec le complexe au complexe moleculaire 
substance active - molecules hotes 

e. recuperation du compose d' inclusion soluble ainsi forme. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce que la molecule hote est 
choisie dans le groupe constitue par les oses ou polyoses ou leur melanges, de 
preference parmi les cyclodextrines et leur melange. 

13. Procede selon Tune quelconque des rev endi cations 11 et 12, caracterise en ce 
que l'agent d'interaction avec le complexe est un acide ou une base. 

14. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que 1'agent d'interaction 
avec le complexe est un acide amine, un acide carboxylique ou l'ammoniaque, 
avantageusement Fammoniaque. 

15; Procede selon Tune quelconque des revendications 1 1 a 14, caracterise en ce que 
le fluide dense sous pression est le dioxyde de carbone. 

16. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 1 a 15, caracterise en ce que 
la substance active est un actif pharmaceutique, de preference choisi dans le groupe 
comprenant les analgesiques, les antipyretiques, 1'aspirine et ses derives, les 
antibiotiques, les anti-inflammatoires, les antiulcereux, les antihypertenseurs, les 
neuroleptiques, les antidepresseurs, les oligonucleotides presentant une activite 
therapeutique, les peptides presentant une activite therapeutique et les proteines 
presentant une activite therapeutique, un actif cosmetique ou nutraceutique. 

17. Procede selon la revendication 16, caracterise en ce que la substance active est 
choisie dans le groupe comprenant les derives d'anilide, les derives 
d'epipodophyllotoxine, le minoxidil, le piroxicam, Tacide valerique, l'acide 
octanoique, l'acide laurique, l'acide stearique, l'acide tiaprofenique, 1'omeprazole, 
l'econazole, le miconazole, le ketoconazole, 1'astemizole, la cyclobenzaprine, la 
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nimesulide, l'ibuprofen, la terfenadine, le domperidone, le naproxen et Feflucimibe, 
avantageusement il s'agit du piroxicam. 

18. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 1 a 1 7, caracterise en ce que 
la pression du fluide dense est comprise entre 0,5 MPa et 50 MPa et la temperature 
entre 0 et 200°C. 

19. Procede selon Tune quelconque des revendications 11 a 18, caracterise en ce 
que Fagent de diffusion est choisi dans le groupe constitue par les alcools, les 
cetones, les ethers, les esters et 1'eau avec ou sans agent surfactant et leurs 
melanges, avantageusement de Teau. 

20. Procede selon Tune quelconque des revendications 11 a 19, caracterise en ce 
que Tetape (b) de diffusion moleculaire est realisee avec agitation. 

21. Procede selon Tune quelconque des revendications 11 a 20, caracterise en ce 
que F agent de diffusion est ajoute en continu ou en discontinu dans une quantite 
comprise entre 1 et 50 % en masse, de preference entre 10 et 25 % en masse. 

22. Procede selon Tune quelconque des revendications 11 a 21, caracterise en ce 
que Tetape (b) du procede est mise en oeuvre dans un reacteur ferme eventuellement 
agite, alimente par le fluide dense et la solution de substance active le cas echant, en 
continu. 

23. Compose d'inclusion soluble comprenant une ou plusieurs substances actives 
peu soluble dans un milieu aqueux incluses dans une ou plusieurs molecules hotes 
et un agent d' interaction avec le complexe, caracterises en ce qu'il est susceptible 
d'etre obtenu par le procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 22. 

24. Compose selon la revendication 23 caracterise en ce que son taux d'inclusion en 
-substance active est superieur a 95%, avantageusement superieur a 98 %. 
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25. Compose selon Tune quelconque des revendications 23 ou 24 caracterise en ce 
que la substance active est le piroxicam et la molecule hote est la' beta- 
cyclodextrine. 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Figure 8 
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Figure 11 




Figure 12 
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Figure 13 




Figure 14 
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Figure 16 
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